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MULTIREZIDUALNI METODA STANOVENI MYKOTOXINU
METODOU LC-MS/MS

1 Rozsah a ucel

Postup je urcen pro analyzu Sirokého spektra mykotoxintl v obilovinach, krmnych surovinach
a ostatnim rostlinném materialu. Obsah rezidui mykotoxini se stanovi kapalinovou
chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).

2 Princip

Vzorek smoceny dostatenym piidavkem vody okyselené 0,1% kyselinou mravenci
se extrahuje vytfepanim do acetonitrilu. Po pfidani soli se homogenat odstfedi a poté
se alikvot supernatantu nafedi vodou v poméru (1 : 1). Nasleduje filtrace a analyza pomoci
LC-MS/MS.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cdistoty, nejlépe kvality pro rezidualni analyzu.
Rozpoustédla museji byt vhodna pro LC-MS analyzu. Dostacujici Cistota chemikalii, sorbent
a rozpoustédel se testuje proméeienim slepého vzorku.

1 Voda, H,O ultracista.

Acetonitril, CH;CN, HPLC grade.

Kyselina mraven¢i, HCOOH, koncentrovana.

Siran hotecnaty bezvody, MgSOa, vyzihany 12 h pii 550 °C
Chlorid sodny, NaCl, vyzihany 12 h pti 550 °C.
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Pevna smés soli chloridu sodného a siranu hofe¢natého.

Ptiprava: Do sklenéné vialky se navazi (4 = 0,1) g bezvodého siranu hotfec¢natého (4)
a (1£0,1) g chloridu sodného (5). Vialka se uzavie vickem a promicha se.

7  Metanol, CH;0H, LC/MS grade.
8 Extrak¢ni Cinidlo: 0,1% roztok HCOOH ve vodé.

Ptiprava: Do 100 ml odmérné baiky se ptida asi 90 ml vody (1), poté se do baiky
pipetuje 0,1 ml HCOOH (3), roztok se promicha a doplni vodou (1) po znacku.

9  Mravencan amonny, HCOONH4, roztok, ((HCOONH4) = 1 mol/l.
Ptiprava: 3,1525 g HCOONHy4 se rozpusti v 50 ml vody (1).
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Mobilni faze A: 0,1% HCOOH ve vodé

Ptiprava: Do 250 ml odmérné banky se ptidd asi 200 ml vody (1), poté se do baiky
pipetuje 0,25 ml HCOOH (3), roztok se promicha a doplni vodou (1) po znacku.

Mobilni faze B: 0,1% roztok HCOOH v metanolu s ImM HCOONHLa.

Ptiprava: Do 250 ml odmérné bailkky se ptfida asi 200 ml methanolu (7), poté
se do banky pipetuje 0,25 ml HCOOH (3) a 0,25 ml 1M HCOONH4 (9), roztok
se promicha a doplni methanolem (7) po znacku.

Standardy mykotoxind.

Certifikované analytické standardy se dodavaji v pevném, kapalném nebo odpaieném
stavu s deklarovanou cCistotou.

Beauvericin (C45Hs7N309) CAS [26048-05-5],
Enniatin A (C36H63N309) CAS [2503-13-1],
Enniatin A1 (C35Hs1N309) CAS [4530-21-6],
Enniatin B (C33Hs7N309) CAS [917-13-5],
Enniatin B1 (C34Hs9N309) CAS [19914-20-6],
HT-2 toxin (C22H3205) CAS [26934-87-2],

T-2 toxin (C24H3409) CAS [21259-20-1],
Aflatoxin B1 (C17H1206) CAS [1162-65-8],
Aflatoxin B2 (C17H1406) CAS [7220-81-7],
Aflatoxin G1 (C17H1207) CAS [1165-39-5],
Aflatoxin G2 (C17H1407) CAS [7241-98-7],
Fumonisin B2 (C34Hs9NO14) CAS [116355-84-1],
Fumonisin B1 (C34HsoNO15) CAS [116355-83-0],
Ochratoxin A (C20Hs9oNO15) CAS [303-47-9],
Zearalenon (C1sH220s5) CAS [17924-92-4],
Nivalenol (C15H2007) CAS [23282-20-4],
Deoxynivalenol (Ci15sH200¢) CAS [51481-10-8],
Zasobni roztoky mykotoxind

Pro analyty, které se dodavaji v pevné nebo odpaiené formé, se piipravi zasobni roztoky
o presné koncentraci ve vhodném rozpoustédle. Navazka pevného standardu se prepocte
na deklarovanou Cistotu standardu a pfida se pfislusné mnozstvi rozpoustédla. Nekteré
analyty lze obdrzet jiz v rozpusténé formé. Roztoky se uchovévaji podle doporuceni
vyrobce a jejich stabilita se pravidelné ovéiuje.
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Pracovni roztoky mykotoxina

Pracovni smésné roztoky mykotoxind se pfipravi fedénim zasobnich roztokd podle
pozadovaného rozsahu analyzy. Vychozi koncentrace ptipravenych pracovnich roztoki
musi byt vhodné pro sestaveni kalibracnich smési.

Matricové kalibrac¢ni smeési

Matricové kalibracni standardy se pfipravi fedénim pracovnich smésnych roztoki
extraktem pozadované matrice. Pfidavek extraktu matrice ke standardu by mél byt
stejny pro vSechny koncentra¢ni hladiny standardu.

Piistroje a pomicky

Ultraucinny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, napt.:
ACQUITY UPLC-TQ MS Xevo (Waters), vybaveny UPLC kolonou, napft.:
ACQUITY UPLC BEH C18, 50 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters),

ACQUITY UPLC BEH C18, 100 mm x 2,1 mm x 1,7 pm (Waters),

ACQUITY BEH C18 VanGuard, 5 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters).

Analytické véhy.

Ultrazvukova lazen.

Muflova pec, Tmin = 550°C.

Horizontélni nebo vertikalni laboratorni tfepacka (250 — 500) kmitt/min.

Centrifuga s rozsahem otacek nad 3000 ot/min, pro objemy 1 ml az 100 ml.
Centrifugaéni zkumavky polyprolylenové (PP) se Sroubovacim vickem, 15 ml; 50 ml.
Centrifugacni zkumavka Eppendorf, 1,5 ml.

Vysokorychlostni michadlo, napt. Vortex.

Filtratni materidl — stiikackové filtry nylonové o velikosti port 0,2 pm nebo
centrifugacni filtracni zkumavky s velikosti porti nylonovych filtra 0,2 um.

Vialky sklenéné, Sroubovaci, 2 ml.

Postup

5.1 Priprava vzorku

Do 50 ml uzaviratelné polypropylenové centrifuga¢ni zkumavky se navazi (2 = 0,001) g
homogenniho vzorku. Poté se pfida 10 ml 0,1% HCOOH (8) a 10 ml acetonitrilu (2).
Zkumavka se uzavie a tfepe na laboratorni tiepacce 20 min pii (250 — 500) kmitech/min.
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Intenzita tfepani se upravi tak, aby po celou dobu nedochazelo k sedimentaci vzorku. Poté
se pfida pevna smés soli (6). Zkumavka se uzavie a ihned se intenzivné tiepe nejméné 30 s.
Vzorek se odstfedi 5 min pii 5000 ot/min, supernatant se prevede do 15ml polypropylenovych
zkumavek a necha se vymrazit pii —18 °C alespoil 2 h. Vymrazeny extrakt se opét odstiedi
5 min pti 3900 ot/min. Pfesn¢ 500 pl supernatantu se pievede do zkumavky Eppendorf, kde
se smisi s 500 pl vody (1). Po promichdni pomoci Vortexu se roztok zfiltruje nebo se odstredi
pii 12 000 ot/min a ptevede do vialky.

Poznamky

1 Ke vzorku s tuhou konzistenci je vhodné béhem extrakce do centrifugacni zkumavky
pridat michaci kaminek.

5.2 UPLC-MS/MS stanoveni

Extrakty pfevedené do 2ml vialky se analyzuji metodou UPLC-MS/MS ve vhodné sekvenci
vzorkili a standard. Kompletni nastaveni pfistroje a podminky méfeni jsou uvedeny
v aktudlni métici metod€ pouzité pristrojové sestavy. Pred analyzou realnych vzorkl se oveéri
chovani v daném chromatografickém systému. Selektivita analyzy je zajisténa vyuzitim MRM
moédu pii MS detekei.

6  Kontrola kvality

Pozadavky na zajisténi kvality rezidudlnich analyz mykotoxini jsou podrobné popsany
v dokumentu SANTE/11813/2017.

Kontrola kvality pomoci certifikovanych nebo internich referencnich materiali:
Pro tento ucel lze vyuzit certifikovanych referencnich materialt s deklarovanym mnozstvim
analytii nebo vzorky ziskané pfi ti€asti v kruhovych testech, uchovavané v zamrazeném stavu.

Kontrola kvality pomoci obohacenych vzorki: Pro tento ucel lze vyuzit vzorek
se zanedbatelnym mnozstvim zajmovych analytd, ktery se obohati pfidavkem mykotoxint
na relevantnich hladinach (hladina odpovidajici reporting limitu nebo jeho nésobku).
Povoleny rozsah vytéznosti pii rutinni kontrole kvality je 60 % az 140 %.

7  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Pfitomnost analytu je potvrzena, pokud je odchylka retencniho ¢asu daného mykotoxinu
v chromatogramu vzorku a kalibra¢niho standardu mensi nez 2,5 % a pokud se pomér
produktovych iontl ve spektru vzorku nachéazi v povoleném intervalu daném pomérem téchto
produktovych iontd ve spektru kalibracnich standardu.

Kvantifikace je provadéna pomoci matricovych kalibracnich standardt. Kalibra¢ni zavislost
musi vykazovat minimalni charakteristiky RSD < 20 % a R? > 0,995.
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V ptipadé podezieni na piekroceni povoleného obsahu rezidui ve vzorku nebo v piipade
analyzy komplikovanych matric, pro které nelze zajistit matricovy slepy pokus, se doporucuje
pouzit metodu standardniho ptidavku ke vzorku, za piedpokladu linedrni zavislosti odezvy
na koncentraci v daném koncentra¢nim rozsahu.

Obsah mykotoxint vyjadieny v pg/kg se vypocita podle vztahu

_cxVxR
=
je koncentrace analytu odectena z kalibra¢ni kiivky v ng/ml,
hmotnost zkuSebniho vzorku v g,
objem extraktu v ml,
fedéni.
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